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Von Hippel Lindaus(VHL) disease is an autosomal dominant syndrome with 1 of 36 000 individuals affected. It´s 
caused by different types of mutations in the von Hippel Lindau gene located on the short arm on 
chromosome 3. The syndrome involves  malignant and/or benign neoplasia in retina, cerebellum, brainstem, 
spinal cord , pancreas, epidydimis, the broad ligament of the uterus  and – most often renal cell carcinoma. 
The risk of developing some of the tumours shows a genotype-phenotype correlation.  
 Renal cell carcinoma are responsible for 50% of all deaths, caused by the VHL syndrome. Unfortunately kidney 
cancer is chemoresistant, and therefore the best treatment is  early surgery , which is the only possibility for 
permanent cure.  To detect tumorurs as early as possible screening and close follow up are recommended in 
individuals at risk. Several studies are performed to unravel the molecular defects involved, and hopefully this 
will be helpful in the development of new effective drugs against kidney cancer.  
In the present thesis an overview of different cellular pathways, disturbed in VHL patients, are described. 
Possible etiological intracellular mechanisms, involved in carcinogenesis in VHL syndrome, is focused, assessing 
the biological significance of each pathway, and the possible interactions between them. Finally, the search for 
targeted therapy against tumour cells, based on basic biological understanding, is investigated, and the need 
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BIOLOGI   Dette syndromet illusterer veldig tydelig hva som kan bli konsekvenesene av et ufunksjonelt eller ikke optimalt fungerende tumor suppressor gen. Vi ser at mutasjonen har stor klinisk betydning ved at cancerrisikoen er reell , samt ved at tumorer i CNS kan få alvorlige konsekvenser.  Én av de store utfordingene er å kartlegge fullt ut hva som er genproduktets normale funksjon og hva som skjer når genet muteres. Hva i all verden er det som gjør at disse pasientene utvikler svulster i en rekke organer? Hvorfor er det akkurat disse organene som blir affisert? Hvilke signalveier er involvert i denne tumorgenesen? Men den største utfordringen er nok: Hva kan vi bruke disse kunnskapene til? Det er alltid interessant og nødvendig å forsøke å oppklare etiologien og patogenesen bak en tilstand, og noen ganger kan det få oss til å forstå hva man kan gjøre for ikke å utvikle sykdom. Men ved von Hippel Lindau syndrom, hvor det ikke er aktuelt med profylaktiske tiltak, er konsekvensene forskningen kan få for behandling av størst interesse. Det har blitt foretatt en rekke studier på hva en mutasjon i VHL-genet resulterer i, noen områder er bedre kartlagt enn andre.    Nyrecanceren er den viktigste årsaken til morbiditet og mortalitet (6, 7); omtrent 50% av dødsfallene. (3, 8) Medikamenters rolle i nyrekreftbehandlingen har så langt vært preget av lav remisjonsrate, liten bedring i overlevelse og betydelig grad av toksisitet. (9,10) Nyrekreft er kjemoresistent. (11) Det er nettopp dette som gjør feltet så interessant. Kan basalforskningen gi oss resultater som kan føre til et bedre medikamentelt behandlingstilbud for pasientene? Dette å overføre  kunnskap fra basalfag til klinikk kalles translasjonsforskning. Generelt får svært få molekylære resultater relevans i klinisk arbeid. Det betyr altså at det utføres en hel rekke studier som man ikke klarer å gjøre seg nytte av i klinikken.(12)  Utfordringen er også ved von Hippel Lindau syndrom og nyrekreft å finne anvendelse av de molekylærbiologiske forklaringsmodellene i behandlingsøyemed.   Primærmålet med denne oppgaven er å gi et overblikk over mulige molekylærbiologiske forklaringsmodeller ved klarcellet nyrecarcinom ved von Hippel Lindaus syndrom. Jeg vil deretter disuktere hvordan disse kunnskapene kan få  klinisk relevans. Aller først et metodeavsnitt og en oversikt over hva syndromet innebærer.       *fakomatose: hereditære syndromer karakterisert ved benigne tumorer i øye, hud og hjerne. 
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METODE  Søk i PubMed juni 2009 med MesH-ordene “von Hippel Lindau disease AND Renal Cell Carcinoma”. Som limits hadde jeg artikler publisert de siste 10 år, samt kun engelskspråklige, lenker til fulltekst. Dette søket gav 154 treff i enkeltartikler og  40 oversiktsartikler. Jeg plukket ut de artiklene jeg anså som mest relevante for min problemstilling; for eksempel var jeg ikke interessert i kasuistikker, heller ikke i stor grad artikler om behandling og radiologi. Jeg foretok søk i  the Lancet, på utkikk etter gode oversiktsartikler. Her brukte jeg kun ”von Hippel Lindau disease” som søkeord, og endte opp med 2 relevante artikler. I tillegg gjorde jeg et søk i Cochrane med søkeordene ”von Hippel Lindau disease”, og fant 3 artikler om behandling av nyrecancer.  I.o.m. Cochranes pålitelighet vurderte jeg det som lite hensiktsmessig å sette seg inn i enkeltartikler jeg fant i PubMed angående nåværende virksomme behandlingmetoder. Behandling av nyrecancer var da heller ikke min hovedproblemstilling. Jeg har også Robbins basic pathology og et kompendium fra Universitetet i Oslo som referanser. Dette for å innhente litt basiskunnskap om apoptose og E-cadherin. En artikkel fra Den Norske Tannlegeforening om translajonsforskning ble funnet gjennom et søk i www. google.com på ”translasjonsforskning”.  











GENETIKK OG GENETISK TESTING   I 39-80% av sykdomstilfellene finner man en germline mutasjon i VHL genet, i alle kroppens celler. (13) Mer enn 300 ulike germline mutasjoner har blitt identifisert ved familiær VHL.(3) Man er avhengig av mutasjon på begge alleler for å utvikle sykdom.(1,2).  Omkring 20 % av VHL syndromtilfellene skyldes nye mutasjoner (13). VHL pasienter har enten store eller partielle germline mutasjoner, missense mutasjoner, nonsense eller rammeskiftemutasjoner. VHL mutasjoner ses utover i hele genet, men sjeldent i de første 50 kodoner. (14) Sykdommen har penetrans på over 90% ved 65 års alder(1-3,6), men de kliniske manifestasjonene dukker som regel opp i 18-30 årsalderen. (5). Pasienter med Chuvash polycytemi, som er et hereditært polycytemi syndrom grunnet homozygositet for et hypomorft VHL allel, er ikke utsatt for å utvikle tumorer, til tross for en abnormal HIF-regulering. De har derimot økt forekomst av varicer og tromboser (14, 15, 16)   Når en pasient har fått diagnosen von Hippel Lindau syndrom, kan det være fordelaktig å finne mutasjonens lokalisasjon. Slik kan familiemedlemmer raskt teste seg for sykdommen. Genetisk testing for mutasjoner i VHL-genet krever komplett DNA-sekvensering av de kodende regionene, kvalitativ og kvantitativ southern blot analyse, samt fluoreserende in situ hybdridisering (FISH). (17) Man bruker hvite blodceller for å gjøre disse analysene. Sensitiviteten er opp mot 100%. Utfordringen er større ved nyeoppståtte kasus av VHL syndrom, da disse kan ha en mosaikk, og følgelig kan ende opp med negativ genetisk test (2)    





KLASSIFIKASJON   Det er sterk genotype-fenotype korrelasjon ved VHL syndrom. Pasienter med type 1 har lav risko for å utvikle feokromocytom, type 2 har høy risiko for å utvikle feokromocytom. Type 2 familier har så og si alltid missense VHL mutasjoner, mens type 1 familiene har ulike typer mutasjoner, inkludert nonsense og delesjon VHL mutasjoner. Type 2 har igjen blitt delt inn i type 2A, type 2B og type 2C.(1-4).   Klassifikasjon VHL-mutasjon Molekylær defekt Kliniske manifestasjoner 
Type 1 Total eller partielt VHL-tap Oppregulering av HIF Feilaktig folding av proteiner 
Hemangioblastom Nyrecellecarcinom Lav risiko for feokromocytom 
Type 2A VHL missense mutasjon Oppregulering av HIF Svikt i stabilisering av mikro- tubuli 
Hemangioblastom Feokromocytom Lav risiko for nyrecellecarcinom 
Type 2B VHL missense mutasjon Oppregulering av HIF Hemangioblastom Feokromocytom Høy risiko for nyrecellecarcinom 
Type 2C VHL missense mutasjon 
Nedsatt binding til fibronektin Defekt samling av fibronektin- matriks 
Feokromocytom 
 HIF, Hypoxia Inducible Factor; pVHL, VHL tumor suppressor protein (14) 
 




SYMPTOMER   Nyrecellecarcinomer forblir ofte asymptomatiske i lengre tid. Men presenterer seg så med hematuri, flankesmerter eller palpabel oppfylling. Nyrecyster ved VHL er oftest asymptomstiske, og trenger som regel ingen behandling. Komplekse cyster må derimot følges opp. (2, 21) Symptomer fra hemangioblastomer i lillehjerne kan gi gangataksi (64%), dysmetri(64%), hodepine(12%), diplopi(8%), svimmelhet(8%) og kvalme(8%). Hjernestammeaffeksjon kan gi hyperestesi (55%), gangataksi(22%), dysfagi(22%), hyperrefleksi(22%), hodepine(11%) og dysmetri(11%). Ved affeksjon av ryggmarg kan det fremkomme hypestesi(83%), svakhet(65%), gangataksi(65%), hyperrefleksi(52%), smerte(17%) og inkontinens(14%).  Feokromocytom kan gi plager som palpitasjoner, takykardi, hodepine, intermitterende eller episodisk svetting og kvalme. De fleste pancreascyster er asymptomatiske.(2) Papillære cystadenomer i epidydimis og papillære cystadenomer i lig. teres uteri er vanligvis asymptomatiske. (2,3) Retinale hemangioblastomer er symptomløse i initialstadiet, men kan etterhvert føre til partielt eller totalt synstap. Symptomer fra endolymfatiske tumores er hørselstap, tinnitus, svimmelhet og facialisparese. (2)     








OPPFØLGING AV VHL-PASIENTER 
 Det finnes ikke standariserte screeningprotokoller for von Hippel Lindaus syndrom, og guidelines varierer mellom institusjoner. Under følger en tabell med protokollen som the National Institute of Health, i USA, bruker. 
TEST START OG FREKVENS Urinanalyse for katekolaminer Fra 2-årsalder, hvert 1.- 2.år Oftalmoskopi Fra spedbarnsalder, årlig 
MR hjerne og rygg Fra 11-årsalder, hvert 2. år Etter 60-årsalder,hvert 3.- 5. år 
Abdominal CT eller ultralyd Fra 11-årsalder, ultralyd årlig Fra 20-årsalder, CT hvert 1.- 2. år  (22)   
VHL GEN- OG PROTEINBESKRIVELSE VHL genet består av 3 eksoner, på tilsammen 639 nukleotider. Det koder et 25kd protein (pVHL30) som består av 213 aminosyrer. Alternativ spleising gir et 160 aminosyre langt gentranskript, som ikke inneholder ekson 2 (pVHL19). Det blir altså produsert 2 ulike VHL-proteiner (pVHL30 og pVHL19), men proteinene har så og si overlappende funksjoner, og blir derfor som oftest bare omtalt som pVHL. VHL promotoren har bindingsseter for flere transkripsjonsfaktorer, deriblant Sp1, PAX og nuclear respiratory factor 1. (3, 6, 23, 24).   pVHL trafikkerer mellom cytosol og kjerne, men pVHL30 finnes hovedsaklig i cytosol og pVHL19 primært i kjernen.(14, 16, 25) Man finner også noe pVHL i mitokondriene og ER. Under lave pH-forhold er en stor andel pVHL i nucleoli. (16)   VHL genet er et høyt konservert gen, som man finner hos organsimer fra C. Elegans til mennesket. (17, 26) Musemodeller har vist at embryoer som har VHL -/- dør tidlig i embryogenesen, mens embryoer som har VHL -/+ utvikler seg normalt, men de vil med tiden utvikle multiple svulster i leveren med høye nivåer av HIF(Hypoxia Inducible Factor)(14, 27) VHL-proteinet har mange oppgaver, hvor den mest kjente er degraderingen av HIF. HIF er en transkripsjonsfaktor som styrer transkripsjonen av 100-200 gener; mange av disse er viktige for at celler skal overleve og tilpasse seg lave O2-forhold. (1).    
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VHL-proteinet har et α-domene og et β-domene. (17) α-domenet binder proteinene Elongin B og C, Cul2 og Rbx1. Komplekset (det såkalte VBC-komplekset, pVHL/E3 ubiquitin ligase komplekset, eller VBC-CUL2 komplekset) bestående av VHL, Elongin B og C, Cul2 og Rbx1 sørger for ubiquitinering og degradering av ulike proteiner, slik som HIF1-α, HIF2-α, HIF3-α, atypisk protein kinase λ,, VDUs(VHL-interacting deubiquitinating enzymes, VDU1 og VDU 2) og to subenheter av RNA Polymerase II (Rpb1 og Rpb7) (14, 17, 27, 28). Disse mål-proteinene blir bundet til β-domenet til pVHL. Selve degraderingen blir utført av 26S proteasomet. (27). pVHL binder seg i tillegg til Jade-1 og til et KRAB-A domene-inneholdende protein (VHLaK). (14, 24, 25, 27)   Binding til HIF-α krever at HIF-α blir hydroksylert på ett eller to prolyl seter, noe som blir utført av medlemmer av den såkalte Phd familien (også kalt Egln) av prolyl hydroksylaser. (1) Prolyl-hydroksyleringen av HIF skjer ikke ved hypoksiske forhold. HIF-α vil da istedet danne kompleks med HIF-1β/ARNT og fungere som transkripsjonsfaktor.(29)   Fritt pVHL, som ikke er bundet til elonginer er relativt ustabilt. E2-EPF UCP interagerer med fritt pVHL og merker det for polyubiquitinering og proteasomal degradering. Ofte er E2-EPF UCP-nivået økt ved ulike typer kreft. Overekspresjon av E2-EPF i celler som inneholder pVHL fremmer akkumulasjon av HIF og letter tumorvekst, invasjon og metastasering. (15)    
PATOHISTOLOGI VED ccRCC   ccRCC ved VHL syndrom er gule eller oransje av farge, og er innkapslede. De kan være solide eller ha en blanding av solid og cystisk utseende. Histologisk sett er de alltid av klarcellet type (2) Det er usikkert om tumorcellene utgår fra proksimale eller distale tubuli.(30)   
PROGNOSE VED ccRCC  Prognosen for nyrecancer estimeres på grunnlag av TMN stage, tumor gradering, tilstedeværelse av nekrose og/eller vaskulær invasjon i primærtumor. (19)    5-års overlevelse for ccRCC er 70% hvis tumoren er lokalisert, og ved en stage I RCC vil over 90% overleve 5 år. 5-20% med metastatisk sykdom vil overleve 5 år, med en median overlevelsestid på 13 mnd. (6, 18, 31, 32) Beklageligvis har 20-30% allerede metastaser på diagnosetidspunktet. (18) RCCs metastaser oftest til lever, lunge og ben. (3)   Det er mulig at type VHL mutasjon kan forutsi prognose, men få studier finnes sålangt. To studier har 
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HYPOKSI; EN MULIG FORKLARINGSMODELL PÅ UTVIKLING 
AV NYREKREFT    Nyrekreft ble anslått å skulle være årsak til omtrent 2,3 % av alle cancerrelaterte dødsfall i Europa i 2006.(19, 32) Den mest vanlige formen for nyrekreft er den klarcellede typen, som står for >75% av tilfellene.(19)   To etablerte viktige risikofaktorer for nyrekreft er fedme og røyking. Risikoen for nyrekreft hos røykere er doseavhengig. KOLS, som ofte er forårsaket av røyking, er én årsak til kronisk hypoksi. CO fra tobakken inhiberer i tillegg mitokondriell elektrontransport ved å påvirke cytochrome c oxidase, samt induserer det HIF ekspresjon i nyrene.  Årsaken bak  fedme som riskiofaktor er ikke helt klartlagt, men det spekuleres i om det kan ha sin årsak i hormonelle forandringer. Overvekt/fedme er også en riskiofaktor for obstruktiv søvnapné, som medfører hypoksi under søvn.  En dysregulering av HIF og oksygen-registrering hos nyrecelllecarcinomer ses ved von Hippel Lindaus syndrom.  Mutasjoner i gener som er involvert i sitronsyresyklus predisponerer også for tumores. (34) 




HYPOXIA INDUCIBLE FACTOR (HIF)   
HIF GENERELT HIF er en sekvens-spesifikk transkripsjonsfaktor som styrer transkripsjonen av 100-200 gener. Disse genproduktene fremmer evnen til adaptasjon og overlevelse under lave O2-forhold. (1)  pVHLs interaksjon med HIF-α er avhengig av at en eller begge av HIFαs prolyl-områder (NTAD og CTAD) hydroxyleres. Denne hydroxyleringen foretas av medlemmer i Phd-(også kalt Egln)familien av prolyl hydroxylaser. (1, 4, 6, 14, 23, 25)  Phd-familiemedlemmene er 2-oxoglutarat- og jern-avhengige dioxygenaser, og er sensitive for oksygen-forandringer. Disse enzymene blir i tillegg inhibert av reaktive oksygen arter og spesielle metabolitter som konkurrerer med 2-oxoglutarate, inkludert succinat, en av bi-produktene ved hydroxyleringsreaksjonen. Alle de tre typene dioxygenaser i Phd-familien kan hydroxylere prolin på HIF-
α, men det ser ut til at er PHD2 (EGLN1) er den viktigste. (1, 6, 14, 16, 23, 25). Hydroksylering av et asparaginyl domene innenfor CTAD utført av Factor inhibiting HIF (FIH1, også kjent som HIF1AN) hindrer rekrutteringen av ko-aktivatorene p300 og CREB-bindende protein (CBP). FIH1 er en annen 2-oxyglutarat- og jernavhengig dioxygenase. Disse to ovennevnte ko-aktivatorene er absolutt nødvendige for at Phd skal få hydroxylert prolyl-domenet. FIH1 har en lavere O2Km enn Phd familiemedlemmene. FIH1 er derfor aktiv i celler med intermediære nivåer av hypoksi. (1, 6, 14, 15, 28) HIF-1α er mer sensitiv enn HIF-2α for den inhibitoriske effekten av FIH1. (20)  Prolyl-hydroksyleringen av HIF skjer ikke ved hypoksiske forhold, noe som igjen medfører at pVHL/E3 ubiquitin-ligase-komplekset ikke klarer å gjenkjenne HIF, og HIF således ikke blir degradert. HIF-1α vil da istedet samles med den stabile HIF-1β/ARNT subenheten til en aktiv transkripsjonsfaktor og drive ekspresjonen av hypoksiresponsive gener involvert i angiogenese, glukoseopptak og metabolisme, cellevekst og regulering av cellesyklus (15, 23, 25, 35)   HIF består av to ulike ikke-identiske subenheter (en α subenhet og en β subenhet). Det er tre HIF-α-gener i det humane genom, samt tre HIF-β-gener. HIF β er et stabilt protein, mens HIFα proteinene er svært ustabile hvis oksygen er tilstede.(14) Genetisk ablasjon hos mus av enten HIF-1α eller HIF-2α er letalt for embryogenesen. (36) Ekspresjonen av HIF-1α og HIF-2α er ofte økt i ulike kreftcelletyper. (37) HIF-2α har lavere transaktiveringsenergi enn HIF-1α under hypoksiske betingelser, og til forskjell fra HIF-1α er HIF-2αs binding til DNA regulert gjennom en redox mekanisme. (36)  Flere HIF-3α splice varianter har blitt identifisert. Ingen av disse ser ut til å ha områder homologe med CTAD, men noen ser ut til å ha områder som er homologe med NTAD. Men transkripsjonell aktivering utført av HIF-3α har ikke blitt godt dokumentert, og noen HIF-3α splice varianter inhiberer klart HIF-avhengig transkripsjonell aktivering. (1, 38)   
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Induksjon av HIF-1α protein ved hypoksi skjer primært ved proteinstabilisering og ikke induksjon av HIF-1α mRNA. Men hypoksi over en viss varighet fører til nedsatt mengde HIF-1α mRNA. Induksjon av aHIF (HIF-1α antisense transcript) kan være ansvarlig for dette. Det er altså snakk om en mulig auto-feedback mekanisme. HIF-2α er regulert på en liknende måte.  VHL regulerer HIF-2α på transkripsjonsnivå.(39)   HIF-1α har blitt vist å ha negativ effekt på tumorvekst, mens HIF-2α innehar en positiv effekt. Pga  interaksjon mellom HIF-α isoformer, har det ikke blitt avgjort om HIF-1αs suppresjon av tumorvekst skyldes direkte effekt, indirekte effekter pga nedregulering av HIF-2α, eller en kombinasjon.(40)  De noe overlappende og antagonistiske effektene av HIF-1α og HIF-2α er dårlig forstått, men det er klart at ved RCC er HIF-2α en kritisk viktig faktor, da suppresjon av HIF-2α hindrer tumor dannelse hos nyreceller. Man tror at ekspresjon av HIF-2α bidrar til overlevelsessignaler hos nyrekreftcellene som beskytter de mot apoptose og fremmer angiogense.(37) Det har blitt rapportert flere grunner til at HIF-2α er mer onkogent sammenliknet med HIF-1α. Bl.a. er HIF-2α mindre sensitiv enn HIF-1α for inhibisjon fra FIH1, som skal være aktiv i oksygenerte VHL-defekte celler. I tillegg blir HIF-1α lettere degradert enn HIF-2α hos VHL-negative celler. (1, 40)   HIF-1α og HIF-2 α har ikke samme målgener. F.eks. er spesifikke metabolske gener først og fremst aktivert av HIF-1α, mens EPO og OCT4(Octamer 4) oftest aktiveres av HIF-2α. Man har også vist at HIF-1α virker som en antagonist på MYCs funksjon, mens HIF-2α samarbeider med MYC. (1, 40) Studier av hypoksisk nyrevev fra rotte har vist at HIF-1α er den isoformen som normalt blir aktivert ved hypoksi i nyretubuli, mens HIF-2α normalt er begrenset til non-tubulære cellepopulasjoner. (41)  Forskjellige VHL tumorer skiller seg fra hverandre i deres ekspresjon av HIF-α isoformer, hvor noen bare uttrykker 1 type isoform og andre begge typer. (23, 31) Det finnes mutasjoner i VHL som ikke forårsaker dysregulering av HIF-degraderingen. Disse pasientene får heller ikke RCC. (35)   Hos nyrer fra pasienter med VHL syndrom har det blitt funnet at HIF aktivering er en tidlig hendelse som skjer i tilsynelatende normale enkle celler i nyretubuli. Til sammenlikning viser dysplastiske lesjoner, cystiske lesjoner og tumorer tegn på at det i tillegg har foregått flere, andre, mekanismer som hadde økt HIF aktiveringen ytterligere. (41) Foci med tap av pVHL funksjon har blitt rapportert å befinne seg hovedsaklig i et begrenset område av nyretubuli, nemlig den distale tubuli. (23)   
 
HIF 1 HIF-1α har blitt rapportert både å skulle fremme og hemme tumorutvikling.(37) Mange HIF-1α målgener er mistenkt å ha en rolle ved kreft. F.eks gener som koder for proteiner ansvarlig for å regulere glukoseopptak og metabolisme (GLUT1, 6-fosfofruktokinase og pyruvat dehydrogenase 
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kinase), angiogenese (VEGF, PDGF, CTGF), ekstracellulær matrix formasjon og turnover (slik som metalloproteinaser og lysyl oxidase), kjemotakse (SDF1 og dets reseptor CXCR4) og celleproliferasjon eller overlevelse ( f.eks. EGFR). (1, 28, 38, 39, 40) HIF-1α proteinet viser progressivt høyere immunoreaktivitet i morfologisk normale foci, dysplastiske foci, cystiske lesjoner og ccRCC. (41)    HIF-1α har vært demonstrert å antagonisere Myc og indusere celle syklus arrest ved å sette Myc i en transkripsjonell inaktiv form. HIF-1α regulerer BNip3 og CAIX positivt, men har ingen effekt på cyclinD1, TGF-α og VEGF.(1, 23, 40, 42) (Bnip3 er et medlem av Bcl-2 familien av apoptose-regulerende proteiner. Proteinet blir kraftig indusert ved hypoksi).(40)  HIF-1α har større evne enn HIF-2α til å bli proteasomalt degradert ved fravær av pVHL, dette pga en alternativ ubiquitinerings-ligase eller direkte interaksjon med proteasomet.(20)   





E-CADHERIN   
E-cadherin er et homofilt adhesjonsmolekyl og en hovedbestanddel for celle-celle adheranse hos epitelceller. Den cytoplasmatiske halen til E-cadherin assosieres med β-catenin, som er forbundet til α-catenin, som igjen er bundet til aktin. Dette skaper et dynamisk forbindelsesledd. (28, 43, 44) I tillegg er det verdt å nevne at pVHL induserer ekspresjon av ZO-1 (Zona Occludens 1), et protein uttrykt på den cytoplasmatiske siden av en tight junction. (13) I nyren finner vi  E-cadherin normalt kun i den distale del av nyretubuli, inkludert det kortikale tykke oppadstigende ben, pars convoluta av distale tubuli, samt samlerøret. (23)  
Storparten av ccRCC-celler med mutert VHL-gen viser en markant redusert E-cadherin ekspresjon.  Ved reintroduksjon av friskt VHL-gen blir ekspresjonen normal igjen. (23, 28)    E-cadherin-funksjon er tapt i nesten alle typer epiteliale cancere, enten ved mutasjonell inaktivering av E-
cadherin eller epigenetiske forandringer, eller ved aktivering av β-catenin-gener. (27, 28, 44) Eksempler på slike epigentiske forandringer er metylering og oppregulering av E-cadherin transkripsjonsfaktor-suppressorer. Tap av E-cadherin er et kjennetegn ved epitelial-mesenkymal transisjon (EMT). EMT er nødvendig for cellers migrasjon og invasjon under normal emryogenese. (1, 15, 23, 28, 43)   Tap av E-cadherin kan i tillegg påvirke Wnt singnalerings-pathway. F.eks kan fosforylering av β-catenin via tyrosin reseptor kinaser ( c-Met, fyn, fer) eller c-src dissosiere β-catenin fra den cytoplasmatiske halen til E-cadherin, slik at β-catenin blir translokert til kjernen hvor den binder seg til TCF4 som igjen driver transkripsjon av gener ansvarlig for proliferasjon og differensiering (bl.a MMPs og CyclinD1). c-Met er vedvarende fosforylert ved tap av VHL .Tap av VHL hos ccRCC trigger i tillegg HGF-drevet β-catenin signaliering.(HGF, Hepatocyte Growth Factor) (28, 43)  Hypoksi reduserer E-cadherin-nivået signifikant. Når ulike typer kjemiske stoffer som aktiverer HIF tilsettes, ser man også en reduksjon i nivå av E-cadherin. (23)  Den VHL-medierte reguleringen av E-cadherin er altså avhengig av HIF (27, 28) pVHL kan også trolig regulere E-cadherin uavhenigig av HIF.(15)  HIF-1α inhibisjon alene hos pVHL-negative celler fører ikke til E-cadherin ekspresjon, inhibering av HIF-
2α resulterer i en detekterbar, men variabel økning i E-cadherin ekspresjon. Kombinasjonen HIF-1α og HIF-2α inhibisjon medfører en robust økning av E-cadherin ekspresjon. Men gjenopprettelse av E-cadherin ekspresjon er ikke nok for at pVHL skal supprimere tumorvekst hos ccRCC-celler (23)  Det har blitt vist at ccRCC celler som mangler VHL har økt nivå av E-cadherin-spesifikke repressorer, som Smad-interacting protein (SIP1, også kjent som ZEB-2 og ZFHX1B), Snail, TCF-3 og δEF1(ZFHX1A). Disse 
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pVHL OG ECM-DEGRADERING    For at en tumor skal kunne metastasere må den ødelegge celle-celle og celle-ekstracellulær matrix kontakter, migrere gjennom stromalt vev, invadere basalmembranen og komme seg over i blodsirkulasjonen. Disse stegene er primært en oppgave for den sink-avhengige endopeptidase metalloproteinase-familien(MMPs). De fleste MMPs blir sekretert fra celler som zymogener og må bli aktivert ekstracellulært av serin proteaser eller andre MMPs.  MT1-MMP(membran type-1 matrix metalloproteinase) er kjent for å stå for proteolyse av type I kollagen, kontrollere celle-ECM kontakter, kløyve adhesjonsmolekyler og aktivere latent MMP-2 og MMP-13. Normalt epitel uttrykker ikke MT1-MMP . (31) Gelatinasene MMP-2 og MMP-9 degraderer kollagen type IV, som vi finner i basalmembranen. Økte nivåer av MMPs har vært forbundet med invasive egenskaper hos de fleste humane kreftformer. MMP-2 aktivitet har faktisk, sammen med histologisk gradering, stageing og T-klassifikasjon, blitt identifisert som en signifikant prediktor for klinisk outcome ved RCC. Dette til tross for at MMP-2 ikke alene selv er i stand til å kløyve kollagen type I. Men MMP-2 aktivitet er muligens en nødvendig bidragende faktor for at RCC-celler skal kunne invadere kollagen type I.(35)   Stromale omgivelser består hovedsaklig av type I kollagen, mens basalmembranen består av type IV kollagen. (35) I fravær av VHL, overuttrykker RCC-celler MT1-MMP både på gen- og protein-nivå; i tillegg ses også en oppregulering av MMP-2 og -9.  (35, 14, 27, 46) MT1-MMP ekspresjon har vært vist å være forbundet med avanserte stadier av RCC. Spesifikk inhibering av MT1-MMP hos tumorceller som overuttrykker MT1-MMP har vist å kunne supprimere tumor cellens migrasjon, invasjon, proliferasjon og metastasering. (35) MMP inhibitor, selektiv for MT1-MMP, MMP-2 OG MMP-9, hindrer tumor invasjon in vitro og har anti-tumor og antiangiogenetiske virkninger in vivo.(31, 35) Mens RCC-celle invasjon av Matrigel (som hovedsaklig består av kollagen IV og laminin) muligens er HIF-uavhengig, medierer HIF-2α invasjon av type I kollagen hos RCC gjennom regulering av MT1-MMP. (35)   Et samarbeid mellom HIF-2 og  transkripsjonsfaktoren Sp1 induserer MT1-MMP ekspresjon. Det er et HIF-2 bindingssete på -125 MT1-MMP promotorregionen. Men ved mutasjon av både HIF-2 og Sp1 blir man ikke helt kvitt MT1-MMP ekspresjonen. En mulig forklaring på dette er signalering gjennom kjemokin-reseptoren CXCR4. CXCR4 er et hypoksi-induserbart gen, og dets oppregulering pga tap av VHL fører til økt invasivasitetsevne hos RCC celler som reaksjon på dets ligand, stromal-derivert faktor 1 (SDF-1).                                                               MMP-mediert proteolyse er regulert av TIMPs(Tissue Inhibitors of Matrix Metalloproteinases). Celler som mangler VHL sekreterer lavere nivåer av TIMPs enn celler med villtype VHL. (14, 46)  Hos RCC-celler som har defekt VHL vil tilsettelse av antistoffer mot TIMPs øke cellens evne til invasjon av kollagen IV og 
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Matrigel. (35, 46) Behandling av VHL-negative RCC celler med biologisk aktiv rekombinant TIMPs utsletter tendensen til grenet morfogenese.(46) Tap av VHL kan være nødvendig og tilstrekkelig for å forandre ekspresjonen av TIMP-2, mens tap av VHL er nødvendig, men ikke tilstrekkelig for å endre ekspresjonen av TIMP-1, MMP-2 og MMP-9. (46)     Det er ingen målbar forskjell blant VHL-negative og VHL-positive ccRCC-celler med hensyn på ekspresjon av cathepsin B og L, som er lysosomale cystein proteaser. (46)     
pVHLs OPPRETTHOLDELSE AV ECM OG ENDRET ANGIOGENESE VED MUTASJON   pVHL er en viktig aktør i opprettholdelsen av ekstracellulær matriks(ECM)´ integritet. (38) Studier på C. Elegans tyder sterkt på at dette er HIF-uavhengig. (16, 27) pVHL fører til samling av fibronektin og kollagen type IV nettverk; dette fører til nedsatt evne til invasivitet in vitro, samt nedsatt angiogenese og tumorgenese in vivo. (38) Interaksjonsevnen med fibronektin er mistet ved alle typer naturlig forekommende VHL mutanter.(38, 43)(Fibronektin interagerer bl.a med integriner og danner slik bro mellom celler og strukturelle proteiner i ECM).(14) pVHL har blitt rapportert å skulle binde seg direkte til både fibronektin og til hydroksylert kollagen IV (α2-kjeden). (1, 27, 43) pVHL kan binde seg til fibrillære kollagenkjeder, men ikke ferdig foldet trippel helix kollagen, noe som kan tyde på at pVHL er viktig for riktig prosesseringen av kollagen. (43) Det er mulig at pVHL binder seg til aminoterminalen til kollagen IV som protruerer inn i cytosol fra endoplasmatisk retikulum. (1, 27) pVHL binder seg trolig indirekte til fibronektin. (27). I tillegg ser det ut til at pVHLs binding til fibronektin er avhengig av at pVHL blir modifisert av et ubiquitin-liknende molekyl kalt NEDD8. Dette fører til at pVHL ikke binder seg til Cullin 2. (Binding til Cullin 2 mothindrer at pVHL binder seg til fibronektin). (43)   VHL-defekte celler mister evnen til å samle fibronektin matrix, mens reintroduskjon av funksjonelt VHL i disse cellene gjenoppretter evnen.  (14, 29, 45) ECM samling er et viktig regulatorisk element i dannelsen av nye blodårer. Degradering av ECM tillater endotel-celle-migrasjon, medfører løslatelse av ECM-bundne angiogenetiske faktorer, og resulterer i karinfiltrasjon .(38, 43) Celler med kun overekspresjon av HIF-2α viser ikke slik viktig angiogenese. (38) VEGF ekspresjon og sekresjon hos VHL tumorer er ikke tilstrekkelig for å fremme og opprettholde angiogenese med mindre det forekommer i kombinasjon med en feilaktig remodellert ECM som er passende for endotelcelle-migrasjon og karinfiltrasjon.(38, 43)    VHL affiserer også integrinfunksjon, som igjen påvirker samlingen av ECM. ECM kan også avgi proliferasjons- og overlevelsessignaler som er bundet til integriner. (1, 16) Nyrecyster og tumorer hos pasienter med VHL syndromet har eleverte nivåer av α3- og α5-integrinene, sammenliknet med nivåene hos normale proximale tubuliceller.(47) MMP-2 binder seg til αvβ3 integrin på endotelceller, og kan slik blotlegge kryptiske områder på kollagen IV. Når man hindrer MMP-2s binding til αvβ3 integrin blir tumor vekst og neovaskulariseringen inhibert. (38)  
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CELLESYKLUS OG APOPTOSE 
 
KONTROLL AV CELLESYKLUS   CyclinD1 hører til G1 cyclinfamilien og spiller en nøkkelrolle i  reguleringen av cellesyklus under G1/S overgangsfasen, sammen med dets katalytiske medarbeidere CDK4/CDK6. CyclinD1-CDK4/CDK6 komplekset fremmer G1 progresjon ved bl.a å fosforylere retinoblastom(Rb)-proteinet. (16, 33, 48) Dette inaktiverer Rb proteinets evne til å binde seg til proteiner av E2F familien og til å supprimere transkripsjonell aktivitet. Humane cancere har ofte translokasjon eller amplifikasjon av cyclinD1-genet. Trolig blir cyclinD1 indusert via Ras-ERK pathway. (33) Det finnes også dokumentasjon på at transkripsjonen av cyclinD1 er β-catenin-mediert. (28)   Celler uten funksjonelt pVHL nedregulerer den cyclin-avhengige kinase inhibitoren p27, oppregulerer cyclin D1, og mislykkes i å tre ut av cellesyklus ved serum deprivasjon. (6, 14, 20, 48) Evnen til å bryte ut av cellesyklus kan bli gjenvunnet ved å reintrodusere villtype VHL.    Muligens reguleres cyclinD1 av HIF. Flere forhold taler for dette: 1) Hypoksiske kulturforhold kan indusere deregulert cyclinD1 ekspresjon selv hos VHL-positive celler.  2) Ekspresjon av en HIF-mutant, som ikke kan binde pVHL, kan indusere cyclinD1 ekspresjon hos VHL-positive celler.  3) Endogent HIF protein-nivå er høyt hos VHL-defekte celler, men ikke hos VHL-intakte celler. (33)   Det er tre HIF-bindende konsensussekvenser (HRE) i cyclinD1 promotor-regionen, som kan binde HIF-2α, ihvertfall in vitro.  Om oppreguleringen av cyclinD1 alene etter tap av VHL er tilstrekkelig for carsinogense er fremdeles usikkert. (16, 33) Tap av VHL medfører deregulert cyclinD1 mRNA ekspresjon kun ved høy celletetthet, mens protein-nivå og aktivitet av cyclinD1 forblir høy uavhengig av celletetthet hos VHL-defekte celler.(33)    Aktinregulatoren HSPC300(også kjent som BRICK1), som befinner seg på VHLs teleomer og som kan være mutert ved VHLs syndrom, spiller en nøkkelrolle i reguleringen av aktin-cytoskjelettet og er nødvendig for polarisert celledeling. Ablasjon  resulterer i partiell arrest eller forsinket cytokinese, noe som indikerer at celledelingen er svekket hos tumorceller som mangler denne. (49)    
APOPTOSE    Apoptose er kritisk for normal utvikling av nyreceller. Apoptose er en prosess ved mange tilstander som affiserer nyrene; bla. polycystisk nyresykdom, hypoksisk-iskemisk skade, nefrotoksisitet og proteinurisk skade. Da apoptose er energikrevende er cellens nivå av ATP avgjørende for om cellen kan gå i apoptose 
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NFĸB OG p53   Nyrecancere har økt NFĸB aktivitet, noe som kan fremme cellers overlevelse. Tap av pVHL aktiverer NFĸB. Det har blitt foreslått både HIF-avhengige og HIF-uavhengige mekanismer for dette. (1, 15, 20) pVHL fremmer forsforlyeringen av NFĸB -agonisten Card9; denne fosforyleringen utføres av casein kinase 2 og fører til nedsatt NFĸB-aktivitet. Noen pVHL missense mutanter som er forbundet med nyrekreft beholder dog evnen til å regulere Card9. (1, 20)   p53 interagerer også med pVHL. Dette muliggjør stabilisering av p53, ved å supprimere Mdm2(murine double minute 2)-mediert ubiquitinering. (1, 15, 27) pVHL binder seg i tillegg direkte til p53 og dets protein kinase ATM (ataxia telangiectasia mutated), noe som fremmer dannelse av et kompleks som stabiliserer p53. Tap av pVHL hindrer denne stabiliseringen. (13, 15)   Det har på den annen side også blitt publisert resultater på at pVHL kun har en neglisjerbar effekt på ekspresjon av p53.  (27, 52). Det trengs mer forskning på dette feltet for å avklare hva som foregår mellom p53 og pVHL. (15, 52)   Disse to observasjonene kan være noe av forklaringen på den sterke resistansen hos nyrecancere mot  kjemoterapeutika. (1)   
Jade-1   pVHL stabiliserer proteinet Jade-1. Ved mutasjoner i VHL forstyrres interaksjonen mellom de to proteinene, og det kan være assosiert med en økning i nyrekreftrisiko. Jade-1 er sannsynligvis et nyre tumor suppressor protein, siden det hos mus har vist å hemme nyrecellekreftvekst og tumordannelse. Forholdet mellom Jade-1 og pVHL er ikke klarlagt fullstendig. (27, 45)   
TGF-α, EGFR, Akt-1 og MEK-1   EGFR er et medlem av erbB familien av transmembran reseptor tyrosin kinase, som er involvert i celle-proliferasjon, motilitet og overlevelse. EGFR kan bli aktivert av flere ligander, inkludert TGF-α. Multiple studier har vist en overekspresjon av både TGF-α og EGFR reseptor hos RCC celler, sammenliknet med normalt nyrevev. (1, 14, 27, 53)  Hos sporadiske RCCs ser man at VHL-defekte celler har et økt nivå av HIF, som igjen fører til TGF-α-ekspresjon og EGFR autokrin signalering. Tumor hypoksi, uavhengig av tap av VHL-gen-funksjon, øker EGFR ekspresjon gjennom early response factor 1 (Egr-1). (53) HIF-2α-indusert celleproliferasjon er primært forårsaket av denne pathway. (13) 
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PRIMÆRCILIER   Primær ciliet er en hårliknende spesialisert struktur på celleoverflaten som har en viktig rolle i transduksjon av både kjemiske og mekaniske signaler. (1, 42) Det overfører bl.a kalsium-medierte intracellulære signaler etter mekanisk bøyning. Disse kalsiumsignalene er trodd å skulle regulere cytoarkitektur og cellulær prolifersjon av nyretubuliceller, i respons til urinflow. (15, 20, 27, 42) Opprettholdelse av primærciliets struktur er mediert av en bidirektoral cargoprosess kalt intraflagellær transport. Denne prosessen er meget energikrevende. Av denne grunn kan man tenke seg at aktivering av HIF-1α ved hypoksi (og hos pVHL-negative celler) kunne forårsake nedregulering av flagellær transport som ledd i en energisparende strategi. (42)   Ved hjelp av immunohistokjemi (farging for acetylert α-tubulin) finner man hos normale nyretubuliceller primærcilier inn mot lumen. Derimot får man intet utslag ved fargning hos nyretubuliceller fra nyrecyster hos VHL pasienter. Suppresjon av HIF-1α reetablerer cilieformasjon hos pVHL-negative celler.(42) VHL regulerer primærciliet trolig ved å binde seg til kinesin 2. Også HIF-uavhengige mekansimer spiller en rolle.(1, 15) Type 1 og type 2A mutanter har ikke evne til å opprettholde primærciliet, mens type 2B mutanter kan dette.(1, 20)   Det har blitt økende bevissthet rundt at primærciliet, som tidligere ble oppfattet som en cellulær kuriositet, har en aktiv rolle i å organisere cancer-relevante signaleringsmolekyler og i å opprettholde cellens polaritet. Tap av primærciliet kan være ansvarlig for den økte aktiveringen av β-catenin. (1, 15)   Tap av cilie-funksjon i nyren fører til eksessiv proliferasjon av tubulære epitelceller, dannelse av væskefylte cyster og nyresvikt. (27)   pVHL binder seg til Par3-Par6-atypisk PKC polaritetskompleks, som har en viktig rolle i orienteringen av mikrotubulivekst.(13, 20, 27, 42) Det har også blitt vist at fosforylering av pVHL utført av GSK3β 
(Glycogen synthase kinase 3β) inhiberer den positive reguleringen av ciliogenese utført av pVHL. I tillegg skjer tap av cilier etter VHL inaktivering bare når GSK3β er inaktiv ert av fosforylering, noe som tyder på 





Epo OG EpoR    En umiddelbar reaksjon på hypoksi er forandring i ionekanalers konduktans. Senere vil det foregå en adaptasjon, som innebærer en endring i genekspresjon og proteinsyntese. EPO-produksjonen kan bli oppregulert mer enn 100 ganger i nyre og lever iløpet av kun få timer med hypoksi.(7) Inaktivering av VHL hos mus fører til økte EPO-nivåer og polycytemi. (2, 43)  Immunokjemiske analyser av klarcellet epitel i VHL-assosierte RCC viser koekspresjon av Epo og EpoR i cytoplasma hos alle de maligne tumorene, samt hos storparten av de benigne nyrecystene.(30) Ekspresjon av Epo i RCC og nyrecyster kan være et resultat av VHL gen-defekt gjennom HIF-1-pathway.(30, 43) Epo/EpoR koekspresjon er foreslått å sette i gang en autokrin stimulering. (30)    
HDM2 








PARATHYROID HORMON-RELATERT PROTEIN (PTHrP)    Parathyroid hormonet (PTHrP) er et polyprotein som er normalt uttrykt i hele kroppen, og har effekter slik som regulering av cellers vekst, differensiering og død. Mus med enten PTHrP eller PTH1 reseptor(PTH1R) knockout dør perinatalt. (18)   PTHrP er uttrykt i 95% av ccRCC hos mennesket, og ekspresjonen er signifikant økt sammenliknet med normale celler. Flere studier tyder på at PTHrP er involvert i ccRCC vekst og invasjon. PTHrP/PTH1R virker som en essensiell vekst- og overlevelsesfaktor for ccRCC, både in vitro og in vivo.  (18)   Trolig er PTHrP et pVHL-target ved at pVHL regulerer PTHrP-ekspresjon på post-transkripsjonelt nivå. pVHL supprimerer endogent PTHrP mRNA- og proteinnivåer. Om pVHL regulerer PTHrP direkte er uklart.(18)   
 
HETERONUCLEAR RIBONUCLEOPROTEIN A2 (hnRNP A2)   hnRNP A2 binder seg til et instabilitetselement på GLUT-1 3´-UTR, som spiller en rolle i den post-transkripsjonelle reguleringen av GLUT-1-ekspresjon (GLUT-1, Glukosetransporter 1). (15, 16, 24) Det kan tyde på at overekspresjon av hnRNP A2 kan være skyld i endringen i GLUT-1 mRNA turnover som er assosiert med fravær av pVHL.(24) En økning i GLUT-1 fremmer anaerob metabolisme.(43)   hnRNP A2 danner også kompleks med hnRNP L  og medvirker til stabilisering av VEGF mRNA. Hvis hnRNP A2-nivået stiger over en terskelverdi kan det muligens resulterere i renal carcinogenese. (24)   
HGF/SF og HNF-1α    HGF/SF er en multipotent modulator av diverse biologiske aktiviteter hos såvel normale celler som kreftceller. Gjennom Met tyrosin kinase reseptor virker HGF/SF som et mitogen. HGF/SF stimulerer cellemotilitet og invasjon, virker som en angiogenetisk faktor både in vitro og in vivo, og deltar som et morfogen ved lumenformasjon og tubulogenese i ulike typer epitelceller. Met og HGF/SF har blitt implisert ved mange humane cancere, og det har blitt vist at Met-HGF/SF signalering har indusert invasjon in vitro og metastatiske egenskaper in vivo. (46)   VHL inhiberer HGF/SF-mediert grenet morfogenese og in vitro invasivitethet hos RCC celler.(46) Inaktivering av VHL fremmer fosforylering av c-Met hos ccRCC. (15, 43)   
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DISKUSJON OG KONKLUSJON  Innledningsvis stilte jeg meg selv noen spørsmål angående dette fascinerende syndromet. Min største interesse var å finne ut hva som gjør at disse pasientene er predisponert for svulstutvikling i nyrene. Med denne oppgaven mener jeg å ha belyst sentrale mulige molekylærbiologiske forklaringsmodeller på nettopp dette. Et av spørsmålene jeg ble sittende igjen med er hva som er forskjellen på pVHL19 og pVHL30 når det gjelder funksjon. Er det mulig at bare ett av proteinene blir dysfunksjonelt; hva skjer evt da? Og er en celle avhengig av at begge proteinene fungerer optimalt? I dag vet man at disse to proteinene har noe overlappende funksjon, men at de befinner seg primært i ulike compartments i cellen. Dette kunne da tyde på at det var noe som skilte dem i funksjon. (14) Den best karakteriserte signaleringsvei er rollen pVHL har i  reguleringen av Hypoxia Inducible Factor(HIF). Det kan se ut til at det også er den forklaringsmodellen som er av størst betydning. Til tross for dette er ikke alt om HIF og pVHL klarlagt. Underveis dukket det opp flere spørsmål hos meg som jeg ikke har kunnet finne svar på i de ulike artiklene. For det første ble jeg presentert for at HIF styrer transkripsjonen av 100-200 gener; i løpet av min lesning har jeg kun fått en håndfull ulike målgener beskrevet. Er det da fordi man ikke kjenner alle genene, eller fordi de fleste ikke er av betydning for tumorgenese? Det råder også usikkerhet angående HIF-1αs rolle i tumorgenese; om det er av inhibitorisk eller stimulerende art. Stabil ekspresjon av HIF-2α er til kontrast bevist å skulle være et kritisk aspekt av tumorgenesen ved nyrecancer. Supprimering av HIF-2α er tilstrekkelig for å hindre tumorgenese. (1, 15, 16, 20, 23, 35, 37, 43) Men renal carcinogenese kan ikke forklares med økt HIF signalering alene. (45) Ikke nok med det, i tillegg er de noe overlappende og antagonsistiske effektene av HIF-1α og HIF-2α dårlig forstått. Man vet heller ikke fullt ut hva slags funksjon de ulike HIF-3α variantene har, annet enn at transkripsjonell aktivering utført av HIF-3α  ikke har blitt godt dokumentert, og at noen klart inhiberer HIF-avhengig transkripsjonell aktivering. (1) Hva betyr dette for vår viten? Og hva betyr dette for klinisk anvendelse av basalkunnskapen? De genene som blir beskrevet som HIF-målgener er alle interessante i den betydning at en oppregulering av disse fremmer cellers mulighet til å vokse og spre seg via ulike signaleringsveier.(1, 2) HIF regulerer bl.a gener som koder for proteiner som er ansvarlig for å regulere glukoseopptak og metabolisme, eksempelvis GLUT-1, 6-phosphofructokinase 1 og pyruvat dehydrogenase kinase. I artiklene er nesten utelukkende GLUT-1 beskrevet. En oppregulering av GLUT-1 fremmer anaerob metabolisme, noe som gjør cellene mer motstandsdyktige og i lavere grad oksygen-avhengige. (1, 43) Dette er utvilsomt meget  fordelaktig ved tumorgenese.  Ved tap av pVHL-funksjon oppreguleres i tillegg hnRNP A2, som spiller en rolle i den post-translasjonelle reguleringen av GLUT-1. (24) Vi ser altså at det parallelt eksisterer ulike mekanismer bak GLUT-1-oppreguleringen ved tap av pVHLs normalfunksjon. Interessant er det å merke seg at man  i tumorvev fra hjerne har vist at hnRNP A2 binding til GLUT-1 mRNA er korrelert med økt 
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mRNA turnover, i motsetning til det man finner hos RCC-celler. Dette kan reflektere vevsspesifikke forskjeller. (24) Det skulle heller ikke overraske om andre signaleringveier også er er involvert i denne oppreguleringen av proteiner viktige for metabolisme.  Andre viktige proteiner for tumorgense som vi ser oppregulert ved VHL syndrom er VEGF. Øket angiogenese er nødvendig for vekst og metastasering hos solide tumorer som er over noen få kubikkmillimeter i størrelse. (38) Også her spiller hnRNP A2 en rolle, i samarbeid med hnRNP L, ved at komplekset stabiliserer VEGF mRNA. (24) VEGF er i også et målgen for HIF; og det er denne mekanismen som oftest nevnes i forbindelse med VHL syndrom. (14) HDM2 regulererer VEGF, samt de angiogenetiske faktorene  PAI-1 og ET-1, dette uavhengig av HIF-α. HDM2 er i tillegg nødvendig for normoksisk ekspresjon av HIF-1α og HIF-2α hos ccRCC-celler. (52) Overekspresjonen av VEGF og PDGF er trolig ansvarlig for den observerte hypervaskulariteten hos VHL-assosierte tumores. (14) HGF/SF er medansvarlig for den økte angiogensen.(46) VEGF trigger en angiogenetisk respons som fører til proliferasjon, migrering og overlevelse hos endotelceller.(38) Hos mus har man vist at en indusert overekspresjon av VEGF er tilstrekkelig for utvikling av hemangioblastom-liknende lesjoner i CNS. (14) Andre forskere sier at VEGF ekspresjon og sekresjon ikke er tilstrekkelig for å fremme og opprettholde angiogenese med mindre det forekommer i kombinasjon med en feilaktig remodellert ECM.(38, 43)   Ulike forklaringsmodeller bringes frem ved forsøk på å forklare nettopp denne forstyrrede ECM-strukturen man ser ved bilallelisk mutert VHL. Et dysfunksjonelt pVHL fører til økte nivåer av enzymer som bryter ned proteiner i ECM. Eksempler er MT1MMP, MMP 2 og MMP9 (31, 35) I tillegg viser cellene lavere nivåer av TIMPs, inhibitorene til MMPs. (14, 46) Mens RCC-celle invasjon av kollagen IV og laminin muligens er HIF-uavhengig, medierer HIF-2α invasjon av type I kollagen gjennom regulering av MT1-MMP. (35) Èn oversiktsartikkel gir motsatte beskrivelser av de ovennevnte fakta. (6) Jeg velger å tro at dette ikke er korrekt, da ingen andre kilder støtter dette, samt at det er særdeles kort beskrevet i artikkelen. pVHL har en viktig rolle i opprettholdelsen av ECM ved at det binder seg til fibronektin og kollagen IV; dette fører til nedsatt evne til invasivitet in vitro, samt nedsatt angiogenese og tumorgenese in vivo. (1, 27, 38, 43) pVHL er i tillegg viktig for opprettholdelse av integrinfunksjon. (1, 16) Ved ødeleggelse av ECM-struktur vil vekstfaktorer som er bundet til ECM-proteiner løslates og slik fremme vekst og invasjon. (38, 43) Måten pVHL samler ECM på er dårlig forstått. Bl.a diskuteres det hvordan pVHL binder seg til fibronektin og kollagen IV, og hvordan dette fører til et velorganisert ECM. (38)  I tillegg kan man ved å senke VHL-defekte RCC cellers ekspresjon av enten EGFR, Akt-1 eller MEK-1 se at cellene er avhengig av alle tre faktorer for vekstfaktor-indusert invasjon av ECM og for aggressiv tumor vekst. Hver av disse signaleringskomponentene er en kritisk onkogenisk effektor ved RCC, nesten eller helt på lik linje med VHL og HIF-2α.  (53)  Ved fravær av eksogen matrix blir VHL-positive celler runde og samler seg i clustre, mens VHL-negative celler blir forgrenede og vokser spredt. (47) 
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Tap av pVHL-funksjon medfører tap av adhesjonsmolekylet E-cadherin, som i sin tur fremmer cellenes mulighet for å løsrive seg fra naboceller. Tap av E-cadherin er i tillegg et kjennetegn ved epitelial-mesenkymal transisjon (EMT). (1, 15, 23, 28, 43) Det har også en funksjon i beta-catenin signalering og Wnt singnalerings-pathway, og oppregulerer via disse gener ansvarlig for proliferasjon og differensiering (bl.a MMPs og CyclinD1) (28, 43) Den VHL-medierte reguleringen av E-cadherin er trolig både HIF-avhengig og HIF-uavhengig. (15) Det beskrives at ccRCC-celler med defekt VHL har økt ekspresjon av repressorer som binder seg til E-cadherin promotoren, men hvordan HIF medvirker til denne økningen får jeg ikke tak i. (23, 28) Det kan se ut som det ikke er avklart.  Når det gjelder kontroll av cellesyklus vil man ved VHL syndrom få en nedregulering av p27, og oppregulering av cyclin D1. Cellene vil av denne grunn mislykkes i å tre ut av cellesyklus, bl.a ved serum deprivasjon. (6, 14, 20, 48) Det råder noe usikkerhet om HIF regulerer CyclinD1 eller ikke. (33) Om oppreguleringen av cyclinD1 alene etter tap av VHL er tilstrekkelig for carsinogense er også usikkert. (16, 33) pVHL er også viktig i forbindelse med apoptose, både hos normale og abnormale celler. Når ccRCC-celler med mutert VHL utsettes for cellulært stress fremviser de i høyere grad økning av caspase 9 og utslipp av cytochrome c enn normale celler. Ved reintroduksjon av VHL senkes disse nivåene, nivåene av antiapoptotiske Bcl-2 og Bcl-xL økes, og stabilisering av p21 og p27 finner sted. Slik beskyttes de mot den økte sensitivteten for apoptose de i utgangspunktet hadde ervervet. Det kan på den annen side tenkes at VHL-mutasjon kan føre til seleksjon av celler som kan unnslippe apoptose, som igjen kan bidra til cancerutvikling. Hvordan reintroduksjonen av VHL fører til oppregulering av Bcl-2 og Bcl-xL er ikke fullstendig klarlagt. Det er mulig at VHL regulerer transkripsjonen eller degraderingen av Bcl-2(50)  Andre faktorer involvert i overlevelse og mislykket DNA-reparasjon er p53, NFĸB og Jade-1. Mer forskning må til for å klarlegge disses interaksjoner med pVHL og relevans ved VHL syndrom. (1, 15, 27, 45, 52)   Et annet aspekt som er nokså velstudert, er tap av primærcilier hos celler med defekt pVHL. Prmærciliene regulerer cytoarkitektur og cellulær prolifersjon av nyretubuliceller i respons til urinflow. (15, 20, 27, 42) De har også en aktiv rolle i å organisere cancer-relevante signaleringsmolekyler og i å opprettholde cellens polaritet. Tap av primærciliet kan være ansvarlig for den økte aktiveringen av β -catenin man ser ved VHL syndrom. (1, 15) Tap av cilie-funksjon i nyren fører til eksessiv proliferasjon av tubulære epitelceller, dannelse av væskefylte cyster og nyresvikt. (27) Hvordan VHL regulerer primærciliet er uklart. Det er uklarhet om det er HIF-avhenigig eller ikke; trolig er det i hvert fall delvis HIF-uavhengig (1, 42) Det er vist at suppresjon av HIF-1α hos VHL-muterte ccRCC-celler gjenoppretter ciliene. (42)  Andre faktorer beskrevet er PTHrP, som har betydning for vekst og invasjon hos ccRCC-celler, og HNF-1α, som er en transkripsjonsaktivator nødvendig for ekspresjonen av gener viktige for modningen og opprettholdelsen av proksimale tubuli. PTHrP er uttrykt i 95% av ccRCC hos mennesket, mens  HNF-1α 
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funksjon er tapt hos de fleste RCCs.(18, 47)  Interessant er også genotype-fenotype korrelasjonen man ser ved VHL syndrom. Dette er grunnlaget for at syndromet inndeles i ulike subtyper. Avhengig av hvor mutasjonen sitter og hva slags mutasjon det er, har man ulik risiko for å utvikle de forskjellige typene tumores. De ulike mutasjonene medfører molekylære defekter karakteristisk for hver av subtypene. (54) En inngående beskrivelse av dette temaet faller utenfor denne oppgaven.  Hvorfor tumorene hos VHL-pasienter opptrer kun i spesifikke organer fant jeg ikke noe svar på, og slik jeg har oppfattet det finnes det heller ingen fasit på det. VHL-genet er et tumor suppressor gen, og man skulle tro det hadde lik funksjon i alle celler. Kan det være at det er av større viktighet blant enkelte typer celler? Angående opphavet til ccRCC-cellene, proksimale eller distale tubuli, eksistererer det ulike meninger. Det samme  gjelder spørsmålet om ccRCC kan utvikle seg fra nyrecyste, og om cystene kan utvikle malignitet. (3, 8, 23) Andre ubesvarte spørsmål som dukket opp hos meg underveis var bl.a hvorfor det ikke finnes internasjonale guidelines for screening, samt om alle pasienter med hemangioblastom eller ccRCC blir screenet for VHL syndrom.  VHL/pVHL har altså mange funksjoner, og som ansvarlig for tumorgenese ser vi at det eksisterer mange ulike molekylærbiologiske forklaringsmodeller. Det gjenstår en del uklarheter, og det er sikkert også en del mekansimer som ennå ikke er studert. En av de største utfordringene er hvordan man skal benytte seg av denne kunnskapen i klinikken. Kan det være at man kan bruke denne viten som angrepspunkt for nye medikamenter? Behandlingen av nyrekreft er som tidligere beskrevet først og fremst kirurgi, da nyrekreft er kjemoresistent. (9, 10, 11) Av de mange typene immunoterapi som har blitt testet har bare interferon-α vist å bedre sjansen for å overleve ett år. Interferon-α blir gitt som en injeksjon under huden, vanligvis 3 ganger i uken. 4 studier på 644 pasienter har vist at denne behandlingen, sammenliknet med kontrollterapi, har redusert risikoen for død iløpet av ett år med 46% og død i løpet av 2 år med 36%. (11) Sannsynligheten for at tumor skal krympe med denne behandligen er dog lav; partiell remisjon ses hos 12,5% av pasientene. Interferon-α-behandlig er trygt, men forårsaker et vemmelig influensa-liknende syndrom av variabel alvorlighetsgrad. Man har prøvd å legge til andre medikamenter for å øke responsraten, uten særlig suksess; med muligens unntak av cis-retinoinsyre, men dette gav til gjengjeld lavere livskvalitet hos pasientene. Ved nyrekreft med synlig spredning er den så langt beste behandling å fjerne den affiserte nyren, for deretter å gi interferon-α. Dette øker den gjennomsnittlige overlevelsen med 6 mnd. (11)   
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mTOR kinase spiller en kritisk rolle ved transkripsjonen og translasjonen av HIF-1α. VHL-negative celler viser økt sensitivitet for mTOR inhibitorer i prekliniske modeller, og 2 rapamycin-liknende mTOR inhibitorer, temsirolimus og everolimus, har demonstrert aktivitet ved kliniske studier på nyrecancer. (1, 16, 20) Sammenliknet med INF-α har temosirolimus gitt venøst 1 gang pr uke vist å bedre gjennomsnittlig overlevelse fra 7,3 til 10,9 mnd. Denne studien ble gjort på pasienter med kliniske trekk som predikerte dårlig prognose. (9)   Erfaring har vist at VEGF-inhibitorer kan indusere symptomatisk bedring ved retinale og CNS hemangioblastomer, og muligens stabilisering av sykdom. Nøytraliserende antistoffer mot VEGF, samt flere småmolekylære inhibitorer mot VEGFs reseptor KDR, har også vist signifikant aktivitet mot ccRCC når det gjelder objektiv tumorskrumpning og sykdomsstabilisering. (1, 16, 20) Denne effekten ser ut til ikke å være begrenset til pVHL-defekte ccRCC-celler.(20) To av disse medikamentene, sunitinib og 
sorafenib, har blitt godkjent av "Food and Drugadministration" i USA for denne indikasjonen. (1, 16, 20) En studie gjort på en uselektert pasientgruppe prognostisk sett, viste at sunitinib daglig pr os resulterte i store remisjoner og utsatte forverrelsen av canceren. Det har vist høyere livskvalitet sammenliknet med standard INF-α behandling. Det er for tidlig å si om det har noen innvirkning på overlevelse. En annen studie viste liknende resultater for kombinasjonen bevacizumab/INF-α. Det beste outcome for pasienter som hadde mottatt medikamentell terapi tidligere ble sett med sorafenib pr os. Det utsatte sykdomsforverrelsen og gav bedre symptomkontroll enn placebo. (9)    Det finns ingen studier hvor de sammenlikner høy-dose Interleukin-2 (IL-2) med ikke-immunoterapi-kontroll. Høydose IL-2 er ekvivalent med lavdose IL-2 kombinert med INF-α, men denne kombinasjonen har en høyere grad av toksisitet sammenliknet med INF-α alene. Studiene som har sett på immunoterapi ved nyrekreft er dessverre ofte gjort på små pasientpopulasjoner, noe som gjør det vanskelig å trekke konklusjoner. (11)   Både histon deacetylase (HDAC) inhibitorer og heat shock protein 90 (HSP 90) inhibitorer har blitt rapportert å nedregulere HIF-1α i fravær av pVHL. HDAC inhibitorer og HSP90 inhibitorer fremmer pVHL-avhengig degradering av HIF-1α. HSP90 inhibitorer affiserer også proteiner involvert i nyrecarcinogenese, inkludert cyclinD1, c-Met og EGFR. Resultater med første generasjons HSP90 inhibitorer i klinikken har dessverre vært skuffende. Inhibitorer av EGFR har også vist skuffende resultater i klinisk arbeid. (20)   Forhåpentligvis vil de nye medikamentene komme til å gi bedre outcome for denne medikamentell-resistente tilstanden. Men mye mer klinisk forskning på området kreves. (9) Så lenge mange av signaleringsmekanismene ikke er fullstendig klarlagt er det logisk å tenke seg at det også vil være noe problematisk å forsøke å lage medikamenter som angriper spesifikt.   
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